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聚 乳酸 -羟基 乙酸 共聚 物 载 肝 细 肥 生 长 因子 纳米 粒 的 构建 及 生物 


学 活性 评价 
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摘要 :目的 探究 制备 聚 乳酸 -羟基 乙酸 共聚 物 (PLGA ) 纳 米粒 的 优化 条 件 ,构建 肝 细胞 生长 因子 (HGF) 纳 米粒 ,评价 其 包 封 率 、 
载 药 量 .回收 率 释放 度 和 生物 学 活性 。 方 法 采用 复 乳 溶剂 挥发 法 制备 牛 血 清白 蛋白 (BSA)PLGA 纳 米粒 ,通过 正 交 试验 设计 ， 
以 粒 径 较 小 , 包 封 率 . 载 药 量 和 回收 率 较 高 为 考察 指标 ,优化 纳米 粒 的 制备 条 件 ;选取 优化 条 件 制备 HGF 纳 米粒 ,分 别 采 用 BCA 
试剂 盒 和 HGF-ELISA 试剂 盒 检测 BSA 纳 米粒 和 HGF 纳 米粒 的 包 封 率 、 载 药 量 和 释放 度 ,通过 CCK8 增 殖 实 验 评 价 HGF 纳 米粒 


的 生物 活性 。 结 果 优化 条 件 下 制备 的 HGF 纳米 粒 大 小 均匀 , 粒 径 234.4+4.8 nm, 包 封 率 (77.75+3.04)%, 回 收 率 (49.33 土 


9.34)% ,体外 释放 度 曲线 表现 为 先 突 释 ,后 组 释 ;HGF 纳米 粒 可 以 促进 角质 形成 细胞 的 增殖 。 结 论 复 乳 溶剂 挥发 法 -优化 条 件 


下 制备 的 了 GF 纳 米粒 具有 较 高 包 封 率 ,良好 的 缓 释 效果 和 生物 学 活性 。 
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Construction and bioactivity evaluation of hepatocyte growth factor-loaded poly (lactic- 


co-glycolic acid) nanoparticles 
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Abstract: Objective To explore the optimum conditions for preparing poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA) nanoparticles and 
evaluate the bioactivity of hepatocyte growth factor (HGF)-loaded PLGA nanoparticles. Methods Bovine serum albumin 
(BSA)-loaded PLGA nanoparticles were prepared using a double emulsion-solvent evaporation method. The preparation 
process of nanoparticles was optimized by orthogonal test with the particle size, encapsulation efficiency (EE), drug loading 
(DD), and recovery as the indexes. HGF-loaded nanoparticles were then prepared under the optimized conditions. The EE, DD 
and release characteristics of BSA-loaded nanoparticles and HGF-loaded nanoparticles were evaluated using a BCA kit and 
HGF ELISA kit. The bioactivity of HGF-loaded nanoparticles was evaluated using CCK8 proliferation assay. Results The 
HGF-loaded nanoparticles prepared under the optimized conditions had a uniform size with a mean diameter of 234.444.8 nm, 
an EE of (77.75x3.04)76 and a recovery rate of (49.33+9.34)%. The in vitro release curve highlighted an initial burst drug release 
followed by sustained release from the nanoparticles. HGF-loaded nanoparticles obviously promoted the proliferation of 
Hacat keratinocytes in vitro. Conclusion HGF-loaded nanoparticles prepared using double emulsion-solvent evaporation 
method under optimized conditions possesses a high EE with a good sustained drug release profile and a good bioactivity. 


Keywords: poly (lactic-co-glycolic acid); nanoparticles; orthogonal test; hepatocyte growth factor 


皮肤 创伤 修复 的 各 个 阶段 均 有 大 量 生长 因子 参与 "。 
动物 实验 和 临床 研究 证 明 ,多 种 生长 因子 可 以 促进 创伤 
愈合 六。 肝 细 胞 生长 因子 OHGF) 是 一 种 多 功能 生长 因 


因此 ,构建 安全 有 效 的 HGF 药物 绥 释 体系 对 于 其 应 用 
至 关 重 要 "”"。 皮 乳酸 -羟基 乙酸 共 肾 物 (PLGA) 在 医药 
领域 中 得 到 广泛 应 用 ””"。PLGA 纳 米粒 可 对 生长 因子 


子 , 已 有 研究 表明 HGF 可 以 促进 创伤 愈合 ”。 然 而 ， 
HGF 在 体外 稳定 性 较 差 ,在 应 用 时 极 易 被 体内 的 酶 降 
解 , 难 以 在 局 部 发 挥 持久 有 效 的 作用 。 男 一 方面 ， 
HGF 在 体内 快速 扩散 会 导致 一 系列 的 全 身 毒 副作用 


[9] 
o 


实现 较 高 的 包 封 效 率 ,提高 其 稳定 性 和 生物 利用 度 ”; 且 
缓 释 药 物 与 PLGA 代 谢 产物 乳酸 共同 促进 创伤 修复 ”。 
然而 ,目前 关于 HGF 的 药物 绥 释 体系 还 鲜 有 报道 。 

本 研究 采用 PLGA 为 包 庄 材料 ,利用 正 交 试 验 设计 
方案 ,优化 PLGA 纳 米粒 的 制备 条 件 , 采 用 优化 条 件 制备 
HGF 纳 米粒 ,对 其 进行 质量 评价 和 生物 学 活性 的 评价 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 及 仪器 
PLGA,50:50, 相 对 分 子 质 量 24 000~38 000; RZ 
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烯 醇 , 相 对 分 子 质量 13 000-23 000(Sigma) ; HERI JE 
糖 ( 广 州 市 化 学 试剂 三) ; 超 高 速 离心 机 (贝克 曼 ) ;冷冻 
干燥 机 (CHRIST); 马 尔 文 纳米 粒度 仪 ,英国 ;透射 电镜 ， 
HAR;BCA BOfl & G8 X );HGF(R&D);HGF ELISA 
试剂 盒 ( 冬 歌 生物 ); 酶 标 仪 ,Epoch(Bio Tek), 
1.2 PLGA 纳米 粒 的 制备 

纳米 粒 的 制备 参照 文献 [16] 报 道 , 并 稍 作 改进 。 将 
适量 的 BSA 溶 于 灭 菌 水 中 (含有 10% 甘 露 榨 和 5% 芯 糖 ， 
5% PEG400) 作 为 水 相 ,一 定量 的 PLGA 洲 解 于 二 氧 甲烷 
和 丙酮 中 (3:1) 作 为 油 相 ;水 相 加 到 油 相 中 ,超声 1 min 形 
成 初 乳 ;把 PVA 溶液 加 到 初 有 她 中 ,超声 1 min 形 成 复 乳 ， 
复 乳 分 散 到 水 中 ,温和 磁力 搅拌 4b, 挥 发 有 机 溶剂 ,14 
000 r/min 离心 ,20 min, 收 集 上 清和 沉淀。 收集 上 清 检 
测 包 封 紊 ,沉淀 用 炎 菌 水 清洗 2 裔 后 ,冷冻 干燥 24 h, 储 
存 于 -20 冰箱 备用 。 制 备 HGF 纳 米粒 需 在 水 相 中 加 
入 适量 的 HGF。 
1.3 正 交 试验 设计 优化 PLGA 纳 米粒 的 制备 条 件 

根据 正 交 试 验 设计 的 流程 ,采用 L,(3”) 正 交 表 , 考 
察 PVA 浓 度 .PLGA 用 量 、 超 声 功率 3 个 因素 ,其 中 第 四 
列 为 空 列 ,每 种 因素 安排 3 水 平 , 共 进 行 9 种 方案 的 实 
验 。 具 体 设 计 见 表 1。 


表 1 正 交 试 验 的 因素 和 水 平 


Tab.1 Factors and levels of orthogonal tests 


Factors 


Levels PVA concentration PLGA dosage Ultrasonic power Empty 


(90) (mg) (W) column 
1 0.5 25 40 
2 1 50 55 
3 3 100 70 


1.4 PLGA 纳米 粒 的 质量 评价 
1.4.1 平均 粒 径 、 粒 径 分 布 和 Zeta 电 位 的 检测 取 一 定 
量 的 纳米 粒 分 散在 灭 菌 水 中 ,稀释 至 目 视 浑浊 浓度 , 置 
于 马尔 文 纳米 粒度 分 析 仪 中 检测 。 
1.4.2 表面 形态 和 内 部 结构 的 观察 取 一 滴 样 品 滴 于 碳 
涂 层 铜 网 上 ,用 滤纸 从 液 珠 边缘 吸 去 多 余 的 液体 , 滴 上 
3% 磷 钨 酸 水 溶液 负 染 2 min, 滤 纸 吸 去 染 液 ,室温 干燥 
后 在 透射 电镜 下 进行 观察 。 
1.5 PLGA 纳 米粒 中 药物 包 封 率 、 载 药 率 和 回收 率 的 测定 
1.5.1 包 封 率 测 定 收集 离心 过 程 中 的 上 清 液 ,BSA 纳 
米粒 的 浓度 使 用 BCA 试 剂 盒 检测 ,HGF 纳米 粒 的 浓度 
使 用 HGF ELISA 试 剂 盒 检测 。 

包 封 率 = 系 统 中 包 封 的 和 蛋白 药物 量 /系统 中 包 封 与 
未 包 封 的 蛋白 药物 总 量 x100% 
1.5.2 载 药 量 测定 称 取 一 定量 的 纳米 粒 , 加 入 0.5 mL 
二 氧 甲烷 溶解 ,加 入 0.5 mL 灭 菌 水 蔡 取 纳米 粒 中 的 蛋白 
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质 ,离心 , 取 上 层 , 共 茜 取 3 次 ,收集 3 次 的 茶 取 液 。BSA- 
纳米 粒 的 浓度 使 用 BCA 试剂 盒 检测 ,HGF 纳 米粒 的 浓 
度 使 用 HGF ELISA 试 剂 盒 检 测 。 

载 药 量 = 纳米 粒 中 所 含有 的 蛋白 药物 量 / 纳 米粒 的 
总 量 x100% 
1.5.3 回收 率 的 测定 收集 干燥 后 的 所 有 纳米 粒 , 在 分 
析 天 平 上 称 质量 后 除 以 所 有 投料 量 的 总 和 。 
1.5.4 BCA 试 剂 盒 检 测 步 骤 首先 配制 预 设 浓度 的 蛋白 
标准 品 溶液 , 按 比 例 配 置 BCA 工作 液 ,充分 混 匀 ,在 96 孔 
板 相应 的 孔 中 分 别 加 入 梯度 体积 的 标准 品 溶液 和 样品 
(n=3), 然 后 加 入 工作 液 , 置 于 37 "CESTA PIRA 30 min 
后 , 置 于 酶 标 仪 中 ,在 波长 562 nm 处 检测 吸光 度 值 , 作 
出 标准 曲线 和 计算 出 相应 的 浓度 。 
1.5.5 HGF ELISA 试剂 金 检 测 步骤 在 酶 标 板 相应 的 
孔 中 加 入 标准 品 和 样品 ,设置 空白 孔 , 封 膜 后 置 于 37 C 
中 孵育 30 min, 洗 液 洗 板 5 次 ,每 次 洗 后 拍 干 ,加 酶 标 试 
剂 ,空白 孔 除 外 , 封 膜 , 置 于 37 % 中 孵育 30 min , 洗 液 洗 
板 5 次 , 拍 干 ,加 入 A 液 和 B 液 显 色 , 封 膜 , 置 于 37 CH 
WS 15 min, 加 入 终止 液 , 置 于 酶 标 仪 中 在 波长 450 nm 
处 检测 吸光 度 (A) 值 ,作出 标准 曲线 ,算出 样品 浓度 。 
1.6 PLGA 纳米 粒 体 外 释放 度 的 测定 

称 取 一 定量 的 纳米 粒 , 置 透析 膜 内 ,加 入 5 mL PBS 
(pH 值 =7.4) ,在 37 CF ,转速 72 r/min 条 件 下 进行 释 
放 , 于 时 间 点 6、.12、24、48、72、120、168 h 后 取样 500 uL 
并 补 回 等 量 新 鲜 的 PBS ,储存 于 4 "C 冰 箱 备 测 。BSA 纳 
米粒 采用 BCA 试 剂 盒 检测 ;HGF 纳米 粒 采 用 ELISA 试 
剂 盒 检 测 。 计 算出 累积 释放 量 ,作出 释放 曲线 图 。 
1.7 HaCaT 细 胞 的 培养 

人 永生 角质 形成 细胞 (HaCaT) 购 买 于 上 海中 科 院 ， 
无 菌 条 件 下 复苏 ,接种 于 10 cm 培养 下 , 置 于 37 % ,5% 
CO, 条 件 下 培养 , 至 80%~95% 融 合 后 , 胰 酶 消化 ,传代 


备用 。 
1.8 细胞 增殖 实验 
实验 分 4 组 ,对 照 组 .BSA 纳米 粒 组 ,HGF 溶液 组 、 


HGF 纳米 粒 组 。 细 胞 悬 液 按 3.0x107 和 孔 的 密度 接种 于 
96 孔 板 中 ,用 含 10% FBS 的 高 糖 培养 基 培 养 , 置 于 
37 C,5% CO:; 培 养 箱 中 。 过 夜 后 ,更 换 0.1% FBS 培养 
IE JUR 12. h 后 按照 实验 方案 在 相应 孔 中 加 入 相应 的 刺 
激 。 然 后 用 维持 培养 基 培 养 。 在 时 间 点 12.24.48.72 h 加 
A10 uL CCK8 试 剂 ,培养 箱 中 孵育 3 h 后 在 波长 450 nm 
处 检测 吸光 度 ,检测 细胞 增殖 情况 。 
1.9 统计 方法 

数据 采用 均 数 + 标 准 差 表示 ,通过 SPSS20.0 统 计 软 
件 完成 统计 分 析 , 正 交 试 验 数 据 采用 方差 分 析 , 细 胞 增 
殖 实 验 采 用 单 因 素 方差 分 析 (One-way ANOVA) 进 行 
组 间 比 较 , 若 差异 具有 统计 学 意义 , 则 采用 LSD-t 或 
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SNK-q 检 验 进 行 两 两 比较 ,P<0.05 时 差异 具有 统计 学 


2 结果 
2.1 正 交 试验 因素 对 平均 粒 径 、 包 封 率 、 载 药 率 和 回收 
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率 的 结果 

根据 正 交 试验 设计 的 流程 ,采用 L*(39) 正 交 表 , 考 
ZX PVA YKE PLGA 用 量 和 超声 功率 对 平均 粒 径 、 包 封 
率 载 药 率 和 回收 率 的 影响 ,进行 9 种 方案 的 试验 。 试 
验 结果 如 表 2 所 示 。 


表 2 试验 因素 对 平均 粒 径 、 包 封 率 、 载 药 率 和 回收 率 的 结果 


Tab.2 Test results on average particle size, encapsulation efficiency, drug loading rate and recovery rate 


Preparation parameters 


Observation index 


Testplan pya c s PLGA dosage (mg) piede -" E mm EE (%) DD (%) RE (%) 
1 0.5 25 40 1 296.9 53.15 — 413 60.78 
2 0.5 50 55 2 319.5 80.77 197 5229 
3 0.5 100 70 3 299.1 9353 096 2445 
4 1 25 55 3 273.0 5772 811 — 3048 
5 1 50 70 1 261.5 7052 340 5925 
6 1 100 40 2 376.6 91.60 124 26388 
7 3 25 7? 2 2712 60.80 — &65 50.50 
8 3 50 40 3 2731 77.54 452 3107 

55 1 491.0 83.64 174 3094 


9 3 100 ; 


22 正 交 试验 结果 的 方差 分 析 

对 正 交 试验 的 结果 进行 了 方差 分 析 , 如 表 3 所 示 。 
PVA 浓度 对 BSA 纳米 粒 平均 粒 径 具有 统计 学 意义 (P< 
0.05) ,而 PLGA 用 量 (P=0.061) 和 超声 功率 (P=0.251) 
对 平均 粒 径 没有 统计 学 意义 ,说明 PVA 浓度 是 影响 
BSA 纳米 粒 平均 粒 径 的 关键 因素 。 如 表 4 和 表 $ 所 示 ， 


表 3 平均 粒 径 的 方差 分 析 结 果 


PLGA 用 量 对 BSA 纳米 粒 包 封 率 和 载 药 量 均 有 统计 学 
意义 (P<0.05) ,说 明 PLGA 用 量 是 影响 包 封 率 和 载 药 量 
的 关键 因素 。 根 据 表 6 可 知 ,PLGA 用 量 . PVA 浓度 E 
声 功率 对 回收 率 具 有 统计 学 意义 LP<0.05) ,说 明 三 者 都 
是 影响 纳米 粒 回收 率 的 关键 因素 。 


Tab.3 Variance analysis of the average Particle size 


Source of variance Type III sum of squares df value Mean square F P 
PVA concentration 2114.890 2 1057.445 11.494 0.039 
PLGA dosage 35928.120 2 17964.060 8.150 0.061 
Ultrasonic power 22734.063 2 11367.032 2.268 0.251 
P«0.05, the difference was statistically significant, the same below. 
表 4 包 封 率 的 方差 分 析 结 果 
Tab.4 Variance analysis of encapsulation efficiency of the nanoparticles 
Source of variance Type II sum of squares df value Mean square F P 
PVA concentration 563.117 2 281.558 4.643 0.121 
PLGA dosage 1414.069 2 707.034 121.058 0.001 
Ultrasonic power 424.612 2 212.306 4.240 0.134 
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X5 载 药 量 的 方差 分 析 结果 
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Tab.5 Variance analysis of drug loading rate of the nanoparticles 


Source of variance Type III sum of squares df value Mean square F P 
PVA concentration 0.002 2 0.001 1.812 0.305 
PLGA dosage 0.005 2 0.003 99.040 0.002 
Ultrasonic power 0.002 2 0.001 1.901 0.293 
表 6 回收 率 的 方差 分 析 结 果 

Tab.6 Variance analysis ofrecovery 

Source of variance Type II sum of squares df value Mean square F P 
PVA concentration 955.392 2 477.696 33.697 0.009 
PLGA dosage 1203.219 2 601.610 22:557 0.016 
Ultrasonic power 838.512 2 419.256 26.667 0.012 


2.5 正 交 试验 结果 的 极 差 分 析 及 BSA 纳米 粒 最 优 制备 
条 件 的 确定 

根据 正 交 试验 原理 , 极 差 越 大 ,表明 该 因素 的 水 平 
变化 对 试验 指标 的 影响 越 大 。 我 们 以 平均 粒 径 较 小 , 包 
封 率 , 载 药 量 和 产 率 较 高 为 考察 指标 ,根据 表 7 分 析 结 
果 选 取出 纳米 粒 的 最 优 制备 条 件 为 :PVA 浓度 为 1%， 
PLGA 用 量 为 25 mg, 超 声 功率 为 70 W。 利 用 最 优 制备 
条 件 制备 BSA 纳米 粒 三 批 ,检测 得 出 包 封 率 为 (73.12+ 
6.38)%, 载 药 量 为 (4.45+0.63)%, 回 收 率 为 (46.92+4.0)%。 
2.4 HGF 纳 米粒 的 构建 及 质量 评价 

利用 上 述 最 优 制备 条 件 制备 HGF 纳 米粒 三 批 。 透 
射电 镜 结果 显示 HGF 纳米 粒 规整 球形 ,表面 光滑 , 呈 膜 
学 药 库 型 纳米 粒 包 右 着 药物 (图 1) ;纳米 粒度 仪 检测 得 
出 HGF 纳米 粒 的 粒 径 为 234.4+4.8 nm, Zeta 电 位 为 - 
46.72+1.7 Mv, 多 分 散 指数 为 0.236+0.012。HGF 纳米 粒 
的 粒 径 分 布 和 Zeta 电 位 见 图 2。 检 测 得 出 HGF 纳 米粒 的 
包 封 率 为 (77.7$ 土 3.04)% , 载 药 量 为 (0.002293 + 
0.000427)%, 回 收 率 为 (49.33+9.34)%。 
2.5 载 药 纳米 粒 的 体外 释放 度 曲线 

对 BSA 纳米 粒 和 HGF 纳米 粒 进行 体外 释放 试验 ， 
结果 如 图 3 所 示 ,两 种 载 药 纳米 粒 的 释放 表现 为 :最 初 
的 突 释 阶段 ,而 后 的 缓慢 释放 阶段 和 最 后 的 趋 于 平缓 阶 
段 。 在 6h 时 ,BSA 纳 米粒 和 HGF 纳 米粒 的 累积 释放 百 
分 率 分 别 为 (14.22+7.3)% 、(18.56+3.02)% ,体现 为 最 初 
的 突 释 ;而 在 12~120 h 为 缓慢 释放 阶段 。 在 24h 时 ,两 
者 的 累积 释放 百分率 分 别 为 (58.53 填 4.08)% 、(34.65 十 
1.29)%; 最 后 在 168 h 时 ,分 别 达 到 了 (81.72+5.99)% 和 
(79.12+5.36)%, 
2.6 纳米 粒 的 细胞 增殖 实验 

采用 CCK-8 法 测定 细胞 的 增殖 来 验证 HGF 纳米 
粒 的 生物 相 容 性 和 生物 学 活性 ,结果 见 图 4, 在 12 h 时 ， 


HGF 纳 米粒 组 和 HGF 溶 液 组 促 细胞 增殖 速度 均 快 于 对 
照 组 (P<0.01), 但 两 者 之 间 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05); 
但 到 24h 和 48h 时 ,HGF 纳 米粒 组 对 细胞 的 促 增殖 作 
用 均 强 于 另外 3 组 (P<0.01)。 


3 讨论 

HGF 可 以 促进 伤口 的 再 上 皮 化 .诱导 血管 的 形成 
和 减少 瘦 痕 的 形成 ” ,然而 其 半衰期 短 ,稳定 性 差 , 难 
以 被 高 效 利 用 。 本 研究 以 聚 乳酸 -羟基 乙酸 共聚 物 
PLGA 为 HGF 的 载体 ,其 优点 在 于 可 通过 商业 途径 购买 
GMP 级 别 的 PLGA, 理 化 性 能 稳定 ,纯度 高 ,在 生物 体内 
的 降解 稳定 并 可 实现 药物 的 控 释 ”。 根 据 文献 报道 显 
示 ,PLGA 在 体内 水 解 形成 的 乳酸 和 乙醇 酸 单 体 可 经 三 
羧 酸 循环 被 代谢 掉 , 生 物 安全 性 极 高 "3。 

日 前 制备 PLGA 纳米 粒 的 主要 方法 有 乳化 -扩散 
法 , 盐 析 法 ,纳米 沉淀 法 (溶剂 挥发 法 ) ,乳化 溶剂 挥发 法 
(O/W) 和 复 乳 法 溶剂 挥发 法 (W/O/W) 等 “""。 本 实验 采 
用 复 乳 法 溶剂 挥发 法 (W/O/W) , 相 较 于 其 它 方法 制备 
过 程 简 单 ,所 使 用 的 有 机 溶剂 毒性 较 小 ,可 用 于 包 庄 水 
溶性 蛋白 质 药物 2 。 

为 了 探索 构建 PLGA 纳 米粒 的 优化 条 件 ,本 研究 采 
用 正 交 试验 设计 ,考察 了 表面 活性 剂 聚 乙烯 醇 (PVA) 浓 
度 ,PLGA 用 量 和 超声 功率 对 纳米 粒 的 粒 径 分 布 ` 包 封 
A 载 药 量 和 回收 率 的 影响 情况 。 方 差分 析 结 果 显 示 : 
(UDPLGA 用 量 是 影响 包 封 率 . 载 药 量 和 回收 率 的 关键 
因素 。 其 原因 可 能 是 PLGA 的 用 量 越 大 , 油 相 的 浓度 越 
高 , 寿 度 也 就 越 大 ,这 可 以 减少 小 液 滴 中 药物 的 扩散 ， 
此 所 包 带 的 药物 越 多 中 ,(2)PVA 浓度 是 影响 平均 粒 径 
的 关键 因素 。PVA 能 够 保持 制备 过 程 中 乳液 的 稳定 性 ， 
从 而 保持 纳米 粒 的 形态 和 粒 径 大 小 的 稳定 。 一 般 来 说 ， 
PVA 浓度 越 低 ,油水 界面 的 总 表面 积 较 低 ,纳米 粒 比 表 
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表 7 纳米 粒 的 平均 粒 径 、 包 封 率 、 载 药 率 和 回收 率 结果 的 极 差分 析 


Tab.7 Range analysis of the average size, encapsulation efficiency, drug loading rate and recovery rate of the nanoparticles 


Preparation parameters 


A PVAConcentration BELGA CUlirasone Primary order Optimal level Optimal group 
(%) Dosage (mg) power (W) 
K1 305.17 280.37 315:53 
K2 303.70 284.70 361.17 
K3 345.10 388.90 277.27 
R (average particle) 41.40 108.53 83.90 B>C>A A2B1C3 A2BIC3 
RI 75.82 57.22 74.09 
R2 73.28 76.28 74.04 
R3 73.99 89.59 74.95 
R (EE) 2.54 32.36 0.91 B>A>C AIB3C3 A1B3C3 
S1 2.35 6.96 3.30 
S2 4.25 3.30 3.94 
S3 4.97 1.31 4.34 
R (DD) 2.62 5.65 1.04 B>A>C A3B1C3 A3B1C3 
Qi 45.84 47.25 39.58 
Q2 38.87 47.54 37.90 
Q3 37.50 27.42 44.73 
R (Recovery) 8.34 20.11 6.83 B>A>C A1B2C3 A1B2C3 
Total optimal group A2BIC3 


K: Average of the test results of particle size at the same levels of all factors; R: Average of test the results of encapsulation efficiency at the 


same levels of all factors; S: Average of the test results of drug loading at the same level of all factors; Q: Average of the test results of recov- 
ery at the same level of all factors. 


图 1 HGF 纳 米粒 的 透射 电镜 图 
Fig.1 Transmission electron microscope images of HGF-loaded nanoparticles (A: 
x10 000, B: x20 000). 


面积 下 降 , 粒 径 越 大 ,相反 , 粒 径 越 小 ”“。(3)PVA 浓 度 和 
超声 功率 两 者 是 影响 纳米 粒 回 收 率 的 重要 因素 。 在 纳 
米粒 的 制备 过 程 中 ,表面 活性 剂 和 机 械 搅拌 力 如 超声 是 
纳米 乳液 形成 和 稳定 存在 所 必 不 可 少 的 。PVA 浓度 不 
足 , 可 能 会 使 纳米 乳 滴 合 并 或 者 破 相 而 析出 ,因而 材料 
析出 导致 回收 率 降 低 。 当 超声 功率 太 小 时 ,波长 的 振幅 
太 小 ,不 能 把 纳米 乳液 完全 分 散 开 ,导致 纳米 乳 滴 合并 


析出 ,因而 回收 率 降 低 的 。 通 过 极 差 分 析 得 到 纳米 粒 的 
最 优 条 件 为 PVA 浓度 为 1%,PLGA 用 量 为 25 mg, 超 声 
功率 为 70 W。 

进一步 ,本 人 研究 利用 上 述 优化 条 件 制备 HGF 纳米 
粒 , 并 检测 其 缓 释 能 力 。 体 外 释放 度 曲 线 显示 ,HGF 的 
释放 分 为 突 释 阶段 ,缓慢 释放 阶段 和 最 后 的 趋 于 平缓 阶 
段 。 在 6h 时 ,HGF 纳 米粒 和 BSA 纳米 粒 的 累积 释放 百 
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图 2 HGF 纳 米粒 的 粒 径 分 布 图 (A) 和 Zeta 电 位 图 (B) 
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Fig.2 Size distribution of HGF nanoparticles (A) and Zeta potential of HGF nanoparticle (B). 
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Fig.3 Cumulative release curves of drug loaded 
nanoparticles in vitro. 
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图 4 CCK-8 检 测 HGF 纳米 粒 对 HaCaT 细 胞 增殖 的 

影响 

Fig.4 The effect of HGF nanoparticles on the 

proliferation of HaCaT cells was detected by Cell 

Counting Kit-8 (n=6) (**P«0.01/*P«0.5 vs Control, 

*"P«0.01 vs HGF Solution, **P«0.01/*P«0.5 vs BSA 

nanoparticles). 


分 率 分 别 为 (14.22+7.3)%、(18.56+3.02)%。 根 据 《 中 国 
药典 )2010 版 2 部 附录 的 要 求 ,开始 0.5 h 时 累积 释放 百 
分 率 小 于 40%, 突 释 合格 。 突 释 出 现 的 原因 可 能 是 吸附 
在 纳米 粒 表面 的 蛋白 药物 立即 扩散 溶解 到 释放 介质 


中 。 而 后 12~120p 为 药物 的 缓慢 释放 阶段 ,一 方面 是 
为 PLGA 在 释放 介质 中 水 化 溶 胀 后 形成 水 化 膜 而 延 
组 药物 的 释放 , 另 一 方面 随 着 PLGA 材料 的 降解 ,药物 
逐渐 扩散 进 释 放 介质 中 中。 在 120 h 时 ,纳米 粒 中 的 药 
物 逐 渐 释 放 完全 ,HGF 纳 米粒 的 累积 释放 百分率 达到 
(83.38+3.91)% ,这 满足 了 创伤 愈合 前 期 伤口 需要 快速 
补充 外 源 性 生长 因子 的 需求 。 

最 后 ,本 研究 利用 细胞 增殖 实验 检测 构建 的 HGF 
纳米 粒 的 生物 相 容 性 和 生物 学 活性 。 实 验 结果 显示 ， 
HGF 纳米 粒 组 可 以 维持 HaCaT 细 胞 的 正常 生长 ,并 且 
可 以 明显 促进 角质 形成 细胞 增殖 ,说 明 HGF 纳 米粒 具 
有 较 好 的 生物 安全 性 和 生物 学 活性 。 在 最 初 的 12 h, H 
于 HGF 纳米 粒 中 HGF 释 放量 尚 少 , 因 此 促进 细胞 增殖 
能 力 较 弱 。 而 在 24 h 和 48 h, HGF 纳米 粒 组 促进 
HaCaT 细 胞 增殖 的 能 力 强 于 其 它 3 组 ,这 可 能 是 因为 包 
RH HGF 被 缓 释 出 来 ,HGF 浓度 逐渐 增 大 ;而 HGF 溶 
液 组 中 的 HGF 在 前 12 h 被 消耗 掉 , 因 而 促进 细胞 增殖 
能 力 降 低 。 而 在 72 h 时 ,由 于 细胞 已 经 长 满 , 所 以 四 组 
差异 不 大 。 

综 上 所 述 ,本 研究 利用 PLGA 纳 米粒 包 庄 HGF, 制 
得 的 HGF 纳 米粒 理化 性 质 较 好 ,可 以 实现 HGF 的 组 释 ， 
具有 良好 的 生物 相 容 性 和 生物 学 活性 。 然 而 ,因为 时 间 
关系 ,本 研究 目前 仅 在 细胞 水 平 上 了 完成 了 HGF 纳米 
粒 的 生物 学 活性 的 验证 , 随 着 实验 的 进展 ,我 们 会 进 一 
步 在 小 鼠 皮 肤 创伤 模型 上 验证 HGF 纳 米粒 的 生物 安全 
性 和 其 对 创伤 修复 的 影响 。 
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